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論文内容要旨
 硫酸化糖タンパクは種々の動物の上皮組織に広汎に分布するばかりでなく,他の組織にも見出
 され,糖タンパクとムコ多糖との中間的物質として,その存在が確立され,與味ある研究対象の
 一つとなっている。しかし,現在までに単離された硫酸化糖タンパクの多くは,その分離精製過
 程にタンパク分解酵素を用いており,得られた標品は硫酸化糖ペプチドと呼ばれるものであり,
 nativeに近い状態の硫酸化糖タンパクを得た例は少ない。硫酸化糖タンパクの生合成やその生
 物学的存在意義等の研究には出来るだけnativeに近い状態で単離する事が望ましい。そこで,
 nativeな形の硫酸化糖タンパクの単離を試みた。
 まず,ウサギを屠殺して,直ちに小腸を取り出し,食物残渣等を取り除いた後,生理的食塩水
 で抽出し,抽出液の遠心上清に5%セチルピリジニウムクロリド(CPC)水溶液を加え,酸性
 物質をCPG一複合体とし沈澱させた。次いで,遠心して集めた沈澱を2M塩化マグネシウム水
 溶液に溶かし,エタノールを終濃度80%になるように加え,得られた沈澱を。・01MTris一
 塩酸緩衝液に溶かし,同緩衝液で平衡化したDEAE-SephadexA-25カラムを用い,イオ
 ン交換カラムクロマトグラフィーを行なった。0～1Mの塩化ナトリウムによる直線濃度勾配法
 で溶出すると,比較的低塩濃度で溶出されるブロードなピークを示す画分Aと後に続くシャープ
 なピークを示す画分Bとに分かれた。セルロースアセテート膜電気泳動法でしらべると,低塩濃
 度で溶出された画分Aには,目的の硫酸化糖タンパクのほかにヒアルロン酸も含まれており,ま
 た,後に続くシャープなピーク画分Bは核酸である事がわかったので,画分Aを集め濃縮脱塩後,
 凍結乾燥し,0.06Mベロナール緩衝液に溶かし,同緩衝液中でGEONを支持体としたゾーン電
 気泳動を行なったところ,移動度のわずかに異なる二種類の硫酸化糖タンパクを得た。移動度の
 大きい画分は移動度の小さい画分に比べ,収量が少なかったので,移動度の小さな画分(以下S
 GPと略記する)につき,性状を調べた。
 結果として,ベロナール緩衝液(pH8,6),および,ギ酸一ピリジン緩衝液(pH3.0)中で
 のセルロースアセテート膜電気泳動で,SGPはヒアルロン酸の約半分の移動度を示すPAS染
 色で陽性,且つアルシャンブルー染色でも陽性の単一なバンドを示した。このバンドはトルイジ
 ンブルー染色でメタクロマジーを示した。また0.5M塩化ナトリウムを含む0.01MTris一塩酸
 緩衝液中,Sepharose4Bによるゲルろ過ではvoidvolumeより少し遅れて溶出される単一
 なピークを示した。また,3・75%のpolyacrylamideゲルを用い・SDS-polyacrylamide
 ゲル電気泳動を行なったところ,移動度の小さなPAS染色で陽性の単一なバンドを示した。し
 かし,このバンドはクマシーブルー染色では陰性であった。また,メルカプトエタノールで還元
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 してか一らSDS-P・lyacry!aml戸げ確気胸を行なっても移動度ldま変化がみられ嫌った・
 ゲルろ過および,SDS-polyacrylamideゲル電気泳動の結果よりSGPは大きな分子量をも
 ち,またS-S結合によるサブユニット構造は持っていない事がわかった。また,SGPの赤外
 線吸収スペクトルには,1,240㎝一1,および,850㎝一1に吸収がみられ,硫酸基の存在を示し
 た。また化学分析の結果から,タンパク部分が約%を占め,糖はそれより多く含まれており,中
 性糖としてはガラクトースが最も多く,グルコースとマンノースも含まれていることがわかった。
 また,アミノ糖の含量は中性糖の含量とほぼ等しく,グルコサミンとガラクトサミンはほぼ等量
 ずつ含まれていた。さらに,シアル酸,フコース,硫酸も含まれていた。それぞれの構成成分の
 モル比は,硫酸を1とすると,ヘキソ～ス9.1,ヘキソサミン8,7,シアル酸1.8,フコース
 1,2であった。アミノ酸自動分析機を用いて分析したアミノ酸組成では,グルタミン酸が多く,
 また,アスパラギン酸もかなり含まれていたが,これらのアミノ酸のアミド態の量は求めていな
 いので,両アミノ酸のSGPの酸性度への寄与は推定しがたい。また,含硫アミノ酸,芳香族ア
 ミノ酸は少なかった。ムチン型の糖タンパクでは,糖鎖とタンパクとの結合はO一グリコシド結
 合が多いとされているが,スレオニン,セリンはかなり多かったが,特に著しく.多いという程で
 もなかった。その他のアミノ酸組成には著しい特徴は認められなかった。
 一方,タンパク分解酵素を用いて単離した根本一吉沢の硫酸化糖ペプチドと今回得られたSG
 Pとを比較すると,中性糖とアミノ糖の比,アミノ糖相互間の比は類似していたが,それぞれの
 中性糖に関しては,マンノース含量に大きな差がみられた。また,アミノ酸組成でも,スレオニ
 ン含量に大きな差が見られた。さらに,セリン,スレオニン,プロリン以外のアミノ酸は硫酸化
 糖ペプチドではSGPに比し,大きく減少していることから,糖鎖結合部位近隣以外のペプチド
 が,かなり失なわれたものと推定された。またその失なわれた部分には,マンノースを含む少糖
 の結合している可能性も考えられた。また,ウサギの子宮内膜から遠藤一吉沢によって単離され
 たnativeに近い硫酸化糖タンパク,および,ラット小腸よりBellaとKimによって単離され
 た同様の標品との比較から,硫酸化糖タンパクについても種族や臓器特異性の存在が示唆された。
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 審査結果の要旨
 硫酸化糖タンパクはムコ多糖と糖タンパクとの中間的物質として,各種動物の上皮組織のほか
 脳その他の組織にも広汎に分布し,その機能との関連から興味ある研究対象の一つとなっている。
 しかし,これまでに単離されたものの多くはタンパク分解酵素処理を行なったものであり,その生
 合成や生物学的存在意義等の研究には出来るだけnativeに近い状態での単離が望まれていた。
 著者は,ウサギの!』¥腸粘膜を生理的食塩水で抽出し,GPG沈殿法,DEAE-Sephadex
 A-25カラムクロマトグラフィー,GEONを支持体としたゾーン電気泳動法などを用いて,
 分画・精製し,nativeに近い硫酸化糖タンパクの単離に成功した。この物質は,セルロースアセ
 テート膜電気泳動,Sepharose4Bによるゲルろ過,SDS-Polyacrylamideゲル電気泳動
 などで均一と認められた。
 この物質は構成成分として,タンパクを約1/3含み,糖はそれよりや、多く,硫酸基を1%
 含んでいた。糖成分としては,ガラクトースが最も多く,次いで,グルコサミン,ガラクトサミ
 ン,シアル酸,マンノース,フコース,グルコースの順に含まれていた。アミノ酸としてはグル
 タミン酸,アスパラギン酸,セリン,スレオニンを多く含んでいた。
 一方,ウサギ小腸よりタンパク分解酵素を用いて単離した根本一吉沢の標品との比較から,こ
 の硫酸化糖タンパクにおけるマンノースを含む少糖の結合部位が,タンパク分解酵素で失われる
 ペプチド鎖である可能性を推定した。さらに,ウサギの子宮内膜から遠藤一吉沢によって単離さ
 れたnativeに近い硫酸化糖タンパク,およびラット小腸よりBeUaとKimによって単離され
 た同様の標品との比較から,硫酸化糖タンパクについても種族や臓器特異性の存在を推定した。
 以上著者は,ウサギ小腸粘膜よりnativeに近い硫酸化糖タンパクを単離し,その同定を行うと
 共に,これまでに報告された数種の標品との比較検討から,硫酸化糖タンパクにおける糖鎖の分
 布に示唆を与えると共に,硫酸化糖タンパクについても種族や臓器特異性の存在を推定し,硫酸
 化糖タンパクの研究に新知見を加えた。
 よって,本論文は学位を授与するに値するものと認める。
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